随着新药及新疗法的应用，多发性骨髓瘤（MM）的客观缓解率、缓解深度显著提高，患者生存时间明显延长[@b1]。但MM仍无法治愈，MRD是难治或复发的根源[@b2]。近年来，检测MRD的技术手段已经标准化[@b3]--[@b5]，且多项临床试验及荟萃分析证实MRD阴性患者无进展生存（PFS）及总生存（OS）期均明显延长[@b6]--[@b11]，MRD阴性已经被FDA作为新药临床试验评估PFS的替代终点[@b12]，并可能成为指导临床实践的重要工具[@b13]。然而，目前仍存在许多亟待解决的问题，如：MRD检测的最适时间节点？以MRD为基础的评价体系与传统疗效评价标准的关系？携带高危细胞遗传学异常（CA）及应用不同治疗对MRD状态及阴性持续时间的影响？如何根据预后价值定义MRD持续阴性和失去MRD阴性状态，能否指导复发MM的治疗？据此，本研究我们通过监测初治MM患者治疗后MRD状态的动态演变，分析其与各种临床特征及预后的关系，以期为回答上述问题提供线索和证据。

病例与方法 {#s1}
==========

1．病例：以2013年7月至2017年12月在吉林大学第一医院治疗的105例初诊MM患者为研究对象，诊断符合2014年国际骨髓瘤工作组（IMWG）诊断标准[@b14]。纳入标准：①初诊时应用多参数流式细胞术（MFC）检测骨髓异常浆细胞；②接受至少4个疗程的治疗，随访资料完整；③依据2016年IMWG疗效评价标准[@b15]，疗效≥非常好的部分缓解（VGPR）；④能够依据DS、ISS及2016年IMWG细胞遗传学危险分层标准[@b16]进行分期和分层；⑤具备血清学、骨髓细胞形态学、FISH初诊基线检测结果。

2．MFC检测：我院从2015年6月30日开始采用8色两管法[@b3],[@b7]检测MRD，之前采用1管8色法（7例22次），两种方法的检测敏感度为10^−4^\~10^−5^。抗体组合：①8色两管法：第1管，cKappa/cLambda/CD138/CD27/CD22/CD19/CD38/CD45；第2管，CD56/CD200/CD28/CD117/CD19/CD20/CD38/CD45；②1管8色法：cKappa/cLambda/CD138/CD117/CD56/CD19/CD38/CD45。MRD阴性定义为≥200 000个有核细胞中检测到\<20个克隆性异常浆细胞[@b9]。纳入本研究的105例患者中，88例（83.81%）在4个疗程诱导化疗完成前进行了MRD检测。这105例患者共进行了360次MRD检测，平均每例3.43次，中位3次。

3．疗效评价：依据2016年IMWG的疗效评价标准[@b15]，包括严格意义的完全缓解（sCR）、完全缓解（CR）、VGPR、部分缓解（PR）、微小缓解（MR）、疾病稳定（SD）、疾病进展（PD）。

4．随访及相关定义：随访截止时间为2018年5月4日，中位随访19（5\~57）个月，其中MRD阴性组中位随访21个月，MRD阳性组中位随访13个月。高危CA定义为FISH检测del（17p）、gain（1q）、t（4；14）及t（14；16）。PFS期定义为MM诊断之日至PD、复发或死亡日期；OS期定义为MM诊断之日至死亡或末次随访日期。

5．统计学处理：应用SPSS 18.0软件进行统计学分析。组间比较采用*χ*^2^检验或Fisher精确概率法。生存分析采用Kaplan-Meier法，单因素分析采用Log-rank法，多因素分析采用Cox模型。*P*\<0.05为差异有统计学意义。

结果 {#s2}
====

1．临床特征及其与MRD状态的关系：105例患者治疗后76例（72.4%）MRD转阴，中位转阴时间为3（1\~30）个月，66例（86.8%）治疗后6个月内转阴。在纳入患者中，23例（21.9%）接受了自体造血干细胞移植（ASCT），83例（79.1%）诱导治疗中应用硼替佐米。MRD阴性与MRD阳性患者组间临床特征差异均无统计学意义（[表1](#t01){ref-type="table"}）。

###### MRD阴性与阳性初诊多发性骨髓瘤患者临床特征比较\[阳性例数/检测例数（%）\]

  临床特征          MRD转阴组(76例)   MRD未转阴组(29例)   *χ*^2^值   *P*值
  ---------------- ----------------- ------------------- ---------- -------
  性别                                                     0.511     0.475
   男                 40/76(52.6)        13/29(44.8)                
   女                 36/76(47.4)        16/29(55.2)                
  年龄                                                     1.216     0.270
   \<65岁             55/76(72.4)        24/29(82.8)                
   ≥65岁              21/76(27.6)        5/29(17.2)                 
  M蛋白类型                                                2.164     0.339
   重链型             53/76(69.7)        24/29(82.8)                
   轻链型             21/76(27.6)        5/29(17.2)                 
   不分泌型            2/76(2.6)          0/29(0.0)                 
  骨髓浆细胞比例                                           0.832     0.362
   \<30%              26/74(35.1)        13/29(44.8)                
   ≥30%               48/74(64.9)        16/29(55.2)                
  危险分层                                                 1.851     0174
   标危               16/56(28.6)        11/25(29.6)                
   高危               40/56(71.4)        14/25(70.4)                
  DS分期                                                   1.760     0.185
   Ⅰ/Ⅱ期              9/75(12.0)          1/29(3.4)                 
   Ⅲ期                66/75(88.0)        28/29(96.6)                
  ISS分期                                                  1.508     0.220
   Ⅰ/Ⅱ期              37/76(48.7)        18/29(62.1)                
   Ⅲ期                39/76(51.3)        11/29(37.9)                
  R-ISS分期                                                0.429     0.513
   Ⅰ/Ⅱ期              39/63(61.9)        18/26(69.2)                
   Ⅲ期                24/63(38.1)        8/26(30.8)                 
  诱导治疗                                                 1.065     0.302
   含硼替佐米         62/76(81.6)        21/29(72.4)                
   不含硼替佐米       14/76(18.4)        8/29(27.6)                 
  ASCT                                                     1.541     0.214
   是                 19/76(25.0)        4/29(13.8)                 
   否                 57/76(75.0)        25/29(86.2)                

注：MRD：微小残留病；ISS：国际分期系统；ASCT：自体造血干细胞移植

2．MRD状态对生存的影响：单因素分析显示ASCT及MRD状态是PFS的影响因素（[表2](#t02){ref-type="table"}）。多因素分析显示，105例患者中持续MRD^+^是影响PFS的独立不良预后因素（*HR*=3.039，95%*CI* 1.029\~8.974，*P*=0.044）。MRD阴性组患者的2年PFS率为62.2%，显著高于MRD阳性组的41.3%（*P*=0.001）；由于随访时间短，两组OS在随访时间内差异无统计学意义（*P*\>0.05）。

###### 影响初诊多发性骨髓瘤患者无进展生存（PFS）及总生存（OS）的单因素分析

  临床特征      PFS     OS                                   
  ----------- ------- ------- -------------- ------- ------- ---------------
  性别         0.705   1.131   0.598～2.141   0.892   0.932   0.338～2.574
  年龄         0.493   1.270   0.641～2.520   0.521   0.661   0.186～2.343
  1q扩增       0.300   1.435   0.724～2.844   0.228   2.027   0.643～6.390
  危险分层     0.594   1.301   0.495～3.421   0.928   1.074   0.231～4.991
  R-ISS分期    0.593   1.211   0.601～2.440   0.506   1.435   0.495～4.160
  ASCT         0.031   2.839   1.099～7.330   0.191   2.711   0.609～12.066
  MRD状态      0.010   2.455   1.240～4.861   0.589   0.662   0.148～2.956

注：R-ISS：修订的国际分期系统；ASCT：自体造血干细胞移植；MRD：微小残留病

3．MRD阴性持续时间对生存的影响：至随访截止日期，76例MRD阴性患者中48例（63.2%）持续MRD阴性，28例（36.8%）MRD转阳。持续MRD阴性组仅1例出现疾病复发，2例出现死亡，其生存显著优于MRD转阳患者（中位PFS：18个月对未达到，*P*\<0.001；中位OS均未达到，*P*=0.002）。单因素分析显示，MRD阴性持续时间为PFS（*HR*=0.865，95%*CI* 0.815\~0.918，*P*\<0.001）和OS（*HR*=0.823，95%*CI* 0.741\~0.915，*P*\<0.001）的预后因素，MRD阴性时间每延长1个月，复发风险减少13.5%，死亡风险减少17.7%。进一步比较MRD阴性持续6个月和12个月的2年PFS和OS率发现，MRD阴性持续时间≥6个月患者2年OS率明显高于对照组（85.6%对48.0%，*P*=0.044），但2年PFS率与对照组差异无统计学意义（64.1%对55.6%，*P*=0.069）。但MRD阴性持续时间≥12个月患者的2年PFS和OS率均显著高于对照组（PFS：77.7%对36.7%，*P*\<0.001；OS：96.4%对57.9%，*P*\<0.001）。

4．MRD与高危CA的关系：分析81例具有完整CA资料的患者，≥1个高危CA（HRCA）组和无高危CA（SRCA）组的MRD阴性率分别为74.1%（40/54）和59.3%（16/27）（*P*=0.174）；MRD阴性患者中，HRCA和SRCA组PFS和OS差异均无统计学意义（*P*\>0.05）；HRCA患者中，MRD阴性较MRD阳性组的PFS显著延长（中位PFS：未达到对19个月，*P*=0.006），两组OS差异无统计学意义（*P*\>0.05），伴HRCA患者中，64.3%（9/14）MRD阳性患者的OS时间短于MRD阴性患者的平均值（20.5个月）。

5．MRD与治疗方案的关系：23例接受ASCT患者中，MRD转阴率为82.6%（19/23），未接受ASCT患者MRD转阴率为69.5%（57/82）。在不适合移植的患者中，MRD阴性患者的PFS有所改善（中位PFS：25个月对20个月，*P*=0.052）。105例患者中，83例患者接受含硼替佐米方案治疗，硼替佐米组的MRD转阴率略高于非硼替佐米组\[74.7%（62/83）对63.6%（14/22），*P*=0.302\]。在MRD阴性患者中，硼替佐米组MRD阴性持续时间显著延长（中位MRD阴性持续时间：25个月对10个月，*P*=0.034），且硼替佐米组较非硼替佐米组的PFS时间明显延长（中位PFS：33个月对22个月，*P*=0.050），提示以硼替佐米为基础的方案通过延长MRD阴性持续时间增加PFS。

6．MRD状态与疗效反应的关系：105例患者治疗后31例达sCR（29.5%）、49例达CR（46.7%）、25例达VGPR（23.8%）。76例MRD阴性患者中，97.4%（74例）MRD转阴出现在达到VGPR的同时或之后，仅有2例在VGPR之前；64例疗效达到CR患者中，除25例（39%）患者MRD转阴与达到CR同时出现外，约30%患者MRD转阴时间分别早或晚于CR，提示MRD转阴的时间与传统疗效评价系统所达到的CR在时间上并不完全同步。值得注意的是，在所有患者中，只有不到1/3患者的疗效反应达到sCR，而MRD阴性患者却高达72.4%。

讨论 {#s3}
====

随着对MM生物学特征的深入了解、新药的不断涌现、支持治疗的改进，MM患者预后得到显著改善[@b1]，但同时也对现有的疗效/预后评估体系提出了挑战[@b17]--[@b19]。在2016年IMWG修订的指南中，首次将骨髓内MRD阴性列为疗效评估指标之一[@b15]。与前期国内外报道[@b7]--[@b10]相符，本研究结果显示MRD阳性是影响生存的独立不良预后因素。

MRD作为具有明确预后价值的生物学标志，已经成为新药临床试验中PFS的替代终点[@b12]--[@b13]。但其中关键问题之一是需要确定MRD阴性持续时间对生存的影响[@b17]--[@b18]。在最新的2016年IMWG指南中，将MRD阴性持续1年以上列为长期生存、甚至治愈的指标[@b15]，但尚未见明确的临床数据支持。本研究结果显示，MRD持续阴性超过12个月的患者PFS和OS明显延长，支持将MRD阴性持续时间作为长期预后的指标。此外，我们还首次发现，MRD阴性持续6个月以上即能显著改善OS。由此可见，MRD阴性持续时间是不容忽视的重要预后因素。

检测MRD的时间节点是结果解读的最大挑战之一[@b17]。传统方法是在血和尿指标转阴后进行骨髓评估，同时检测MRD[@b9]--[@b10]，但可能存在一定的片面性。而通过在不同时间点分析MRD状态，才有可能确定MRD检测的最佳时间[@b17]。本研究对MRD的动态分析显示：MRD状态与疗效反应（特别是CR）在时间上明显不一致；MRD阴性与sCR的预后价值相当，但在本研究组患者达到sCR的患者只有29.5%，而MRD转阴患者却在70%以上，说明可能有一半以上MRD阴性患者其疗效虽未达到sCR，但预后良好，提示MRD预后评价的敏感性可能优于当前的疗效评价体系。因此，本研究结果支持将MRD检测纳入临床疗效/预后综合评价体系，并提示MRD动态监测可能更加真实地反映MRD状态及其变化。

不同治疗方案与MRD转阴率有关[@b9]--[@b10]。本研究显示：以硼替佐米为基础的治疗通过延长MRD阴性持续时间延长PFS。对于不适合移植或携带高危CA的患者，MRD转阴仍能显著改善PFS。若患者MRD转阴，伴或不伴高危CA的生存无明显差异，说明MRD的预后价值可能独立于危险分层[@b20]，提示根据MRD状态对高危患者实行更精准的分层治疗（如巩固和维持治疗），可能避免治疗不足或过度。此外，目前的临床实践中，临床复发作为MM再次治疗的指征可能导致治疗的滞后。本研究结果显示，MRD由阴转阳的患者预后极差，提示失去MRD阴性状态可能作为复发的早期指标，有助于选择再次治疗的时机，可望改善复发MM的预后。

综上，本研究结果表明：①进一步支持MRD状态作为重要的疗效评价指标和独立预后因素；②初治达到VGPR或以上的患者，MRD检测有助于进一步评估预后，可能具有重要的临床意义；③MRD阴性持续时间是预后评价的另一重要因素，为2016年IMWG指南中MRD阴性持续1年以上作为预后良好的指标提供了临床证据；④MRD的预后价值独立于细胞遗传学危险分层，能够预测高危MM患者的预后；⑤在预后价值相当的前提下，MRD转阴率显著高于sCR率，提示MRD的敏感性优于当前的疗效评价体系。因此，本研究结果支持将MRD（尤其是动态变化）纳入临床综合疗效、预后评价体系。
